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Projekt: Ont~ákkeling van methoden voor de bepaling van de vetzuursamen-
stelling van oliën en vetten. 
Onderwerp : Methylerings-methode volgens Christopherson & Glass 
Bij l agen : 4 
Doel: 
Vergelij kend onderzoek naar de methyl eringsmethoden van vetzuren met 
KOH/NeOH en Naül-le volgens Christopherson en Glass 
Samenvatting: 
Middels DLC en GLC werden beide methyl er ingsmethoden van Chris topherson & 
Glass getoetst op een aantal pr odukten. Daarbij werd onderzocht welke me-
thode he t meest geschikt is bij gebruik van het automatisch injectie-
systeem GLC. 
Conclus i e: 
De hoeveelheid methyleringsreagens kan gered uceerd '"orden van 0, 250 ml 
tot 0 , I 00 ml. 
Het methyleren me t 2n NaOMe is niet geschikt voor gebruik in de automaat 
van de Varian 3700 , wegens neer slag en ge l vorming . 
Projektl e ider: B.G . 




De bereiding van methylestersuit oliën en vetten berust op het volgende 
principe: 
De olie of het vet opgelost in hexaan wordt behandeld met een 2n methano-
lische oplossing van kaliumhydroxide of van natriummethoxide, waardoor de 
van glyceriden afkomstige vetzuren wo~den omgezet in methylesters. 
Tot nu toe werd door ons voor het methyleren een 2n oplossing van kalium-
hydroxide in methanol gebruikt. 
Nu wordt beweerd dat een met kaliumhydroxide gemethyleerde oplossing na 
enige tijd zou gaan verzepen terwijl een met natriummethoxide gemethyleerde 
oplossine nietzou verzepen. Deze oplossing zou dus l anger houdbaar blijven, 
'~at in de praktijk goed van pas zou komen in verband met het analyseren 
van botervetten op de gaschromatograaf (automaat). In dit onderzoek werd 
dit op juistheid getoetst. 
I. I Dunnelaagchromatografie v1erd toegepast om na te gaan in welke mate 
de van glyceriden afkomstige vetzuren waren omgezet in methylesters. 
Ook werd daarbij nagegaan welke hoeveelheid methyleringsreagens nodig 
was voor een totale omzetting in methylesters. 
1.2 Gaschromatografie werd toegepast om de vetzuursamenstelling te verge-
lijken van monsters botervet, margarine en raapolie, die gemethyleerd 
'~erden met: a . 2n KOH in methanol,(Bijlage 3) 
b. 2n Naot-fe in methanol. 
2 Nateriaal: 
Het onderzoek werd gedaan op monsters botervet, margarine en r aapolie. 
Als reagentia werden gebruikt: 
- een 2n methanolische oplossing van kaliumhydroxide 
- een 2n methanolische oplossing van natriunnnethoxide 
3 Hethoden: 
3 . I De gebruikelijke omestering van glyceriden wordt door ons uitgevoerd met 
KOH/MeOH 2n. De methylesters van de hogere vetzuren zijn in het reactie-
medium voldoende houdbaar voor gebruik in een automatisch inj ec tiesysteem. 
De methylesters van de lagere vetzuren ondergaan echter een ontleding 
onder invloed van basisch . milieu. Dit wordt ondervangen door neutrali-
satie met NaHso4 . 
De variant in de methode van Christophersen en Glass is 2n Naot-1e in 
methanol i.p.v. 2n KOH in methanol. 
- 2 -
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3.2 Dunnelaagchromatografie werd gedaan op silicagelplaten van 0,25 mm. Het 
loopmiddel was petroleumether: ether: azijnzuur (85 : 15: I v/v). 
De ontwikkelde platen werden gedetekteerd door sproeien met een 50% 
oplossing van zwavelzuur en daarna werd de plaat enige tijd verwarmd 
bij 170°C. 
3.3 Gaschromatografie werd gedaan op een Varian 3700 gaschromatograaf met een 
vlamionisatiedetektor. 
De kolommen die gebruikt werden waren gepakt met silar 5 cp en silar 9 cp. 
Het draaggas ,.,as stikstof. Van de monsters werd 2 ).11 geinjecteerd bij een 
oventemperatuur van: 
- voor margarine en raapolie 205°C 
- voor botervet begin temperatuur 55°C geprograMneerd 0 naar 215 C met 
30 • C per m1nuut. 
4 Bespreking van de resultaten: 
- Bij de huidige methode \-lOrden alle uit glyceriden afkom-
stige vetzuren omgezet in methylesters . (Bijlage I) 
Ook bij vervanging van 2n KOH door 2n NaOMe wordt alles omeezet. (Bijlage I) 
- Het blijkt dat de ondergrens voor totale omzetting ligt bij 0,050 ml 
voor beide methyleringsreagentia. (Bijlage 2a en b) 
- Bij gebruik van 2n NaOMe ontstaat een wit neerslag op de bodem. Dit 
neerslag is sterker naarmate er meer 2n NaOMe lo~ordt toegevoegd. 
- Na één dag staan van een oplossing gemethyleerd met 2n NaOMe ontstaat 
gelvorming. Dit gebeurt ook als de gemethyleerde oplossing lolOrdt eecen-
trifugeerd en de bovenste laag wordt afgegoten in monsterflesjes. 
-· Bij direkte analyse na methyleren is er geen verschil in vetzuursamen-
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5% oplossin B in hexaan 
gemethyleerd met (.i\) ( B) (C) (D) ( E ) ml . 
( A) 0 , 200 ml. 
(B) o, 100 ml . 
(C) 0 , 050 ml . 
(D) 0 , 020 ml: 
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BOTERVET 5~~ op~ossin [~ in hexa an 
ge p1 ethy l e e r d nre t (/\) ( B) (C)'(D) (E) 
( A) 0 , 200 ml . 
(B ) o, 100 ml. 
( C) 0_, 050 ml . 
( D) 0 , 020 ml. 
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ItWEX 1 SAMPLE METHANDLYSIS WITH 2N KDH 
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Bij lage 4. Concentraties van de vetzuren in het vet gaschromatografisch bepaa l d . 
Vet- bote rvet botervet botervet margarine raapolie 
zuur KOH Naüt-1e KOH Naût-1E KOH Naüt-1E KOH Naüt-1e KOH Naût-1e 
c 4:0 3 , 6 3,5 3,3 3,3 3,5 3,2 
c 6:0 2,2 2, 2 2 , 3 2,3 2 ,4 2,2 
c 8:0 I ,3 I, 3 I , 3 I , 3 I , 4 I , 3 
CIO: O 2,6 2,6 2.5 2. 6 2 . 8 2. 8 
Cl2 : 0 3,0 3 , 0 2 , 9 2 , 9 3,2 3, I 0,3 0,3 0, I 
Cl4 :0 9,5 9,8 10,3 I 0, I 10,2 10, I 2,9 2 , 9 0, I 0, I 
Cl6: 0 22,2 23,4 24 , 3 23,8 23,2 23,0 26 , 6 26,9 5,5 5,5 
Cl6: I 2,3 3, I 3, I 3 , I 2,9 3,0 2,7 2,6 0,3 0,5 
Cl8:0 13,8 I 2, I 12 , 3 12 , 4 13, I 13 , 2 6,7 6 , 6 I , 4 I , 4 
Cl8 : I 30,3 30 , 8 29 , I 29 , 9 29 , 7 29,2 28 , 9 28 , 5 54 , 2 54,3 
Cl8: 2 18,7 I 7 , 7 22,6 22,3 
Cl8 :3 2, I 2,2 9,7 9,6 
C20 : 0 I , 3 I , 4 0 , 6 0,6 
C20: I 3,2 3,4 I , 9 2, I 
C20 : 0 0 , 9 I , I 0,3 0,2 
C22: I 2, I 2, 9 3,0 3 , 3 
YL l; 
Inleiding: 
De bereiding van methylestersuit oli~n en vetten berust op het volgende 
principe: 
De olie of het vet opgelost in hexaan wordt behandeld met een 2n methano-
lische oplossing van kaliumhydroxide of van na triununethoxide, \vaardoor de 
van glyceriden afkomstige vetzuren '"orden omgezet in methylesters. 
Tot nu toe '"erd door ons voor het methyleren een 2n oplossing van kalium-
hydroxide in methanol gebruikt. 
Nu wordt beweerd dat een met kaliumhydroxide gemethyleerde oplossing na 
enige tijd zou gaan verzepen tenvijl een met natriununethoxide gemethyleerde 
oplossing nietzou verzepen. Deze oplossing zou dus langer houdbaar blijven, 
\vat in de praktijk goed van pas zou komen in verband met het analyseren 
van botervetten op de gaschromatograaf (automaat). In dit onderzoek werd 
dit op juistheid getoetst. 
I . I Dunnelaagchromatografie werd toegepast om na te gaan in welke mate 
de van glyceriden afkomstige vetzuren Haren omgezet in methylesters. 
Ook werd daarbij nagegaan welke hoeveelheid methyleringsreagens nodig 
was voor een totale omzetting in methylesters. 
1.2 Gaschromatografie werd toegepast om de vetzuursamenstelling te verge-
lijken van monsters botervet, margarine en raapolie, die gemethyleerd 
'"erden met: a . 2n KOH i n methanol, (Bijlage 3) 
b . 2n NaONe in methanol . 
2 Nateriaal: 
Het onderzoek werd gedaan op monsters botervet, margarine en raapolie. 
Als reagentia werden gebruikt: 
- een 2n methanolische oplossing van kaliumhydroxide 
- een 2n methanolische oplossing van natriummethoxide 
3 t-1ethoden: 
3. I De gebruikelijke omestering van glyceriden wordt door ons uitgevoerd met 
KOH/MeOH 2n. De methylesters van de hogere vetzuren zijn in het reactie-
medium voldoende houdbaar voor gebruik in een automatisch injec t iesysteem. 
De methylesters van de lagere vetzuren ondergaan echter een ontleding 
onder invloed van basisch milieu. Dit '"ordt ondervangen door neutrali-
satie met NaHso4 . 
De variant in de methode van Christophersen en Glass is 2n NaONe 1n 
methanol i.p . v. 2n KOH in methanol. 
- 2 -
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3.2 Dunnelaagchromatografie werd gedaan op silicagelplaten van 0,25 mm. Het 
loopmiddel was petroleumether: ether: azijnzuur (85: IS: I v/v). 
De ontwikkelde platen werden gedetekteerd door sproeien met een 50% 
oplossing van z~·mvelzuur en daarna ~o1erd de plaat enige tijd veno1armd 
bij 170°C. 
3 . 3 Gaschromatografie werd gedaan op een Varian 3700 gaschromatograaf met een 
vlamionisatiedetektor . 
De kolommen die gebruikt werden ~-laren gepakt met si lar 5 cp en si lar 9 cp. 
He t draaggas was stikstof. Van de monsters werd 2 ~1 geinjecteerd bij een 
oventemperatuur van: 
- voor margarine en raapolie 205°C 
- voor botervet begin temperatuur 55°C geprogrammeerd 0 naar 215 C met 
30 . C per m1nuut. 
4 Bespreking van de resultaten: 
- Bij de huidige methode ~.,orden alle uit glyceriden afkom-
stige vetzuren omgezet 1n methylesters. (Bijlage I) 
Ook bij vervanging van 2n KOH door 2n NaOHe ~vordt alles omgezet. (Bij lage I) 
- Het blijkt dat de ondergrens voor totale omzetting ligt bij 0,050 ml 
voor beide methyleringsreagentia. (Bijlage 2a en b) 
- Bij gebruik van 2n NaOMe ontstaat een wit neerslag op de bodem. Dit 
neerslag is sterker naarmate er meer 2n NaOMe wordt toegevoegd. 
- Na iin dag staan van een oplossing gemethyleerd met 2n NaOMe ontstaat 
gelvorming. Dit gebeurt ook als de gemethyleerde oplossing ~vordt gecen-
trifugeerd en de bovenste laag \Wrdt afgegoten in monsterflesjes. 
- Bij direkte analyse na methyleren is er geen verschil in vetzuursamen-
stelling tussen de beide methyleringsreagentia . (Bijlage 4) 
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